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論 文 内 容 の 要 旨 
 〔 目   的 〕 
 脊椎動物の体は、外見上は左右対称だが、内部臓器の形態や配置などは左右非対称である。このような左右非対称
な形態が発生段階において獲得される過程では、側板中胚葉の左側で Nodal が発現することが重要である。この左側
特異的な Nodal の発現には、ノード周辺での Nodal の発現が必要だが、左側板中胚葉での Nodal 発現開始に至るメ
カニズムについては不明である。 
 GDF1（growth/differentiation factor1）は、Nodal と同じ TGFβスーパーファミリーに属する１因子である。Gdf1
は、左右軸形成時のマウス胚でノード周辺と側板中胚葉にて左右対称に発現する。Gdf1 ノックアウトマウスは左側
板中胚葉での Nodal の発現を欠くこと、また Gdf1 は Nodal と重複した発現領域を持つことから、GDF1 は左側板中
胚葉での Nodal 発現に至る過程において何らかの機能を持つことが考えられる。本研究では、Nodal の機能との関係
に注目して、左右軸形成時における GDF1 の役割について検討した。 
 〔 方法ならびに成績 〕 
 Gdf1 の発現部位のうち、ノード周辺と側板中胚葉それぞれの機能を検討するため、各領域で Gdf1c DNA を発現す
るトランスジェニックマウスを作成した。その結果、Gdf1－/－ 胚で側板中胚葉のみ Gdf1 の発現を回復させても、左
側板中胚葉での Nodal の発現は見られなかったが、ノード周辺の Gdf1 の発現を回復させると、左側板中胚葉で弱い
ながらも Nodal の発現が誘導されていた。このときの Nodal の発現部位は、胚の遠位側に限局したものであった。
Gdf1－/－ 胚でノード周辺、側板中胚葉両方の部位で Gdf1 の発現を回復させると、左側板中胚葉で Nodal が発現し、
その発現領域は左側板中胚葉全域に広がっていた。 
 GDF1 分子の活性について検討するため、Nodal シグナル応答性レポーターを用いた、ツメガエル胚アニマルキャ
ップルシフェラーゼアッセイを行ったところ、GDF1 は単独では活性を示さないが、Nodal と共発現させると Nodal
の活性を強く増強することが分かった。GDF1 と Nodal の分子間相互作用について検討するため、Flag tag を付加し
たFlag-Nodal、Flag-GDF1を作成し、ツメガエル卵母細胞培養上清を用いて免疫沈降を行ったところ、GDF1とNodal
は結合し、ヘテロダイマーを形成していることが示唆された。培養上清中の Nodal と GDF1 の活性について、ツメ
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ガエル胚アニマルキャップルシフェラーゼアッセイにて検討したところ、GDF1 と Nodal を共に発現する卵母細胞よ
り調製した培養上清は高い Nodal 活性を示したが、GDF1 単独、Nodal 単独では活性を示さなかった。 
 Nodal の活性が及ぶ範囲に対して、GDF1 が与える影響について調べるため、Nodal シグナル応答性 LacZ レポー
ターを用いたレポーターアッセイを行った。このアッセイでは、32-64 細胞期のツメガエル胚の１つの割球にレポー
ターを、その隣の割球もしくは 1-2 個離れた割球に Nodal、GDF1 の mRNA を inject し、アニマルキャップにおけ
るレポーターの反応をβ-gal 染色にて観察した。その結果、レポーターの隣の割球に mRNA を inject した際には、
Nodal のみ、Nodal と GDF1 の co-injection どちらでもレポーターの反応が見られたが、レポーターとは離れた割球
に mRNA を inject した際には、Nodal と GDF1 の co-injection の場合でのみレポーターが反応した。 
 左右軸形成時のマウス胚において同様に検討するため、リポフェクション法による遺伝子導入実験を行った。野生
型胚の右側板中胚葉にリポフェクション法により Nodal を異所発現させると、神経底板の右側で Lefty1 の発現が異
所的に誘導される。Gdf1－/－ 胚の右側板中胚葉に Gdf1 と Nodal を異所発現させると、同様に Lefty1 の発現が誘導
されたが、Nodal 単独の異所発現では Lefty1 の誘導は起こらなかった。これらの実験結果より、Nodal が long-range
に働くためには GDF1 が必要であるということが示唆された。 
 〔 総   括 〕 
 GDF1 は、単独では活性を示さないが、Nodal と共発現させると Nodal の活性を強く増強する。GDF1 と Nodal
は、培養上清中でヘテロダイマーを形成し、またこれにより上清中の Nodal 活性も大きく上昇していた。 
 ツメガエルのアニマルキャップを用いた実験、またマウス胚を用いた実験では、GDF1 が存在すると、Nodal は離
れた領域ヘシグナルを送ることができた。Nodal は GDF1 とヘテロダイマーを形成することによりその活性が大きく
上昇するが、これにより Nodal シグナルの及ぶ範囲が広がっていると考えられる。 
 左右軸形成時のマウス胚では、Gdf1 がノード周辺と側板中胚葉で発現している。ノードの Gdf1 は、Nodal が左側
板中胚葉で発現を開始する為に必要であり、また Nodal が発現領域を左側板中胚葉全域に広げるためには側板中胚葉
での Gdf1 の発現が必要であることが分かった。GDF1 はそれぞれの領域で Nodal とヘテロダイマーを形成すること
で Nodal の活性を増強し、Nodal シグナルの及ぶ範囲を広げていることが示唆された。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 TGFβスーパーファミリーに属する因子である Nodal は、脊椎動物の左右軸形成に重要な役割を持っている。本論
文では、Nodal シグナル制御に関わる因子の候補として、GDF1 の機能に注目した。Nodal と同様 TGFβスーパーフ
ァミリーの１因子である GDF1 は、それ自体は活性を持たないが、Nodal と共発現させると Nodal の活性を強く増
強することが分かった。また、GDF1 と Nodal は結合してヘテロダイマーを形成し、それにより上清中の Nodal 活
性は大きく上昇していた。GDF1 が Nodal シグナルの及ぶ範囲に影響を与えている可能性について検討したところ、
ツメガエル胚、また左右軸形成時マウス胚のどちらでも、GDF1 が共発現している場合のみ、Nodal は long-range
に働くということを示した。本論文は、GDF1 の生体内での役割について初めて示しただけでなく、脊椎動物間で保
存された重要な役割を持つ Nodal の活性の制御、またその結果 Nodal シグナルの及ぶ範囲の制御機構について明ら
かにした重要なものであり、博士（医学）の学位授与に値すると考えられる。 
